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@ L*invention conceme un polypeptide caracteris^ en ce qu*il comporte au moins une sequence peptidique 
porteuse d'un. ou plusieurs, epitope caracteristique d*une prot^ine produite au stade sporozoite et dans les 
hepatocytes infectes par P. falciparum . cette sequence comprenant une succession de 10 acides amines au 
nombre maximum d'acidesamin§s de I'enchathement peptidique suivant : 
Glu-Phe-Arg-VaJ-Ser-Thr-Ser-Asp-Tiir-Pro-Gly-Gly-Asn-Glu-Ser-Ser-Ser-AIa-Phe-Pro-Gln-Phe-l^ 
Lys-Lys-Asp-Glu-Lys-Glu-Ala-Ser-Glu-GIn-Gly-Glu-Glu-Ser-His-Lys-Lys-Glu-Asn-Ser-Gln-Glu-Ser-Ala^ 
Lys-Asp-Asp-Val-Lys-Glu-Glu-Lys-Lys-Thr-Asn-Glu-Lys-Lys-Asp-Asp-Gly-Lys-T^ 
Lau-Glu-Lys-Ser-Pro-Lys-Glu-Phe. 

Qie conceme ^galement la mise en oeuvre de ces polypeptides, ainsi que des sequences nucl^otidiques 
codant pour ces polypeptides, dans des mdthodes de diagnostic in vitro du paludisme sur un ^antillon 
biotogique provenant de I'individu chez qui la maladie est a d§pister. 
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MOLECULES COMPORTANT AU MOINS UNE SEQUENCE PEPTIDIQUE PORTEUSE D*UN, OU PLUSIEURS, 
EPITOPE CARACTERISnOUE D'UNE PROTHINE PRODUrTE PAR P. FALCIPARUM AU NIVEAU DU STADE 

SPOROZOOH ET DANS LES HEPATOCYTES. 



Les parasites responsables du paludisme chez Thomme. dont notamment Plasmodium falciparum ou 
Plasmodium vfvax pour ne dter que les principaux d'entre eux. presentent Chez Thote humain des 
morphologies differentes et expriment des antigenes differents en fonction de leur localisation dans 
Torganisme de Thdte infect^. Les drfMrences morphologiques et antig^niques de ces parasites au cours de 
5 leurs cycles de vie chez I'homme, permettent de definir au moins quatre stades de developpement 
distincts. 

Le tout premier stade de developpement du parasite chez Thomme correspond a la forme sporozoTte 
introdurte dans le sang de I'hdte. par piqQres dMnsectes porteurs du parasite. Le second stade conrespond 
au passage du parasite dans le foie et h Plnfection des cellules h^patiques dans iesquelles les parasites se 

10 developpent pour former les schizontes h^patiques qui lorsquNIs sont matures (6^ jour apr^s penetration 
des sporozo'ites) liberent par eclatement les merozo'ttes hepatiques. Le troisi&me stade est caracterise par 
I'infection des Erythrocytes sanguins par les formes asexu^es {merozo'ttes) du parasite ; ce stade 
erythrocytaire de developpement du parasite correspond h. la phase pathogene de la maladie. Le quatrieme 
stade correspond h la fomaation des fonmes k potentiel sexuE (ou gametocytes) qui deviendront des formes 

15 sexuees ou gam&tes extracellulaires chez le moustique. 

On sait que de nombreuses etudes ont ete entreprises pour isoler h. partir des souches de parasites 
infectantes pour un hote humain des fractions polypeptidiques, d'une part pour assurer le diagnostic in vitro 
du paludisme par detection des anticorps correspondants. et. d*autre part, pour tenter de vacciner centre le 
paludisme. 

20 Par exemple, des banques de cADns clones derives des sporozo'rtes de Plasmodium falciparum ont ete 
etablies par EIMEA et coll (1984) Science, vol. 225, 62a-630. II a ete reconnu que ces banques comportaient 
des clones susceptibles d'exprimer des polypeptides immunogenes contenant des unites repetitives de 4 
acides amines spectfiques de Tantiglne circumsporozoTtaire (de P. falciparum ). 

Toutefois. peu de travaux ont ete effectues sur les formes "hepatiques des parasites responsables du 

25 paludisme. La morphologie des fonmes hepatiques a ete decrite pour la premiere fois en 1948 h partir de 
biopsies de volontaires humains infectes (Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg., 41, 785 (1948)). Un antiglne 
specifique du stade hepatique de P. falciparum a pu §tre decrit dans le foie de singes d'Amerlque du Sud 
insensibles aux formes sanguines~du parasite, mais chez lesquels les formes hepatiques peuvent se 
developper (Am. J. Trop. Med. Hyg.. 33 . (3) 336-341 (1984)). 

30 La detection de la localisation des antigenes specrfiques du foie a ete realisee par immunofluorescence 
tout au long des etapes de maturation du schizonte. lis sont localises h la peripherie du parasite de taille 5 
h 40 microns ; par la suite lis sont distribues entre les cytom§res ou paquets de merozo'rtes. lorsque les 
schizontes atteignent entre 50 et 100 microns, lis se distinguent des antigenes de surface des sporozoTtes 
et des antigenes partages par les schizontes du sang et du foie qui donnent une image d'immunofluores- 

35 cence interne au parasite. 

Bien quil solt desormais possible de cultiver des formes hepatiques de P.falciparum dans des 
hepatocytes humains (Science. 227 , 440 (1985)). le faible taux de sporozo'ites se transfonnant en formes 
matures du parasite par les methodes de culture in vitro et in vivo ne permet pas Panalyse biochimique des 
antigenes produits au stade hepatique. 

40 II a egalement ete observe que les individus atteints de paludisme possedent un taux tres eieve 
d'anticorps diriges contre les antigenes hepatiques. Ces antigenes hepatiques semblent §tre des immuno- 
genes tr§s puissants, parmi les plus puissants de tous les antig§nes synthetises aux differents stades de 
developpement du parasite. Par contre, le taux d'anticorps diriges contre les formes des stades sanguins 
du parasite est parfois tr^s faible. et de ce fait le diagnostic realise h partir d'antiglnes spedfiques des 

45 stades sanguins peut parfois §tre faussement negatif. 

Un des buts de la presente invention est precisement de permetlre le diagnostic In vitro de Tinfection 
d'un individu par P. falciparum dans des conditions plus sensibles que ne le permettent les methodes 
actuelles. 

L'invention a egalement pour objet de nouvelles compositions pour la vacdnation chez Thomme contre 
50 le paludisme provoque par P. faldparum . 

L'invention conceme plui particulierement des molecules, polypeptides ou compositions peptidiques ou 
polypeptidiqu^, caracterisees par la presence dans leur structure d'une ou de plu^eurs sequences 
peptidiques porteuses d*un ou plusieurs epitopes caracteristiques des proteines solt presentes en surface 
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des sporozoites, sort resuftant de TactivitB irrfectieuse de P. falciparum dans les cellules hepaliques. 

line molecule exprim§e spectfiquement au cours de la phase hepatique a ete identifiee par criblage 

avec des semms polydonaux rfune banque d'ADN g^nomique clon^e dans un vecteur d*expression 

(GUERIN-MARCHAND, C. et al ; Nature. 329, 164-167,(1987)) Cette molecule LSA (Liver Stage Antigen) est 
5 constituee de motifs repetitifs de 17 acides amines et semble tres immunogene dans les conditions 

naturelles d'exposition a la maladie. 

La molecule polypeptidique objet de la pr^sente invention en dtff^re par Tabsence de repetitions dans 

la sequence reconnue par des anticorps, et par son expression aussi bien au niveau du stade sporozo'rte 

que du stade hepatique. 
10 II sera fait reference dans ce qui suit aux dessins dans lesquels 

- la figure 1 foumit la sequence nucl^otidique codant pour le polypeptide de 87 acides amines 
caracteristique des formes sporozoites et des formes hepatiques de P. falciparum ; 

- la figure 2 foumit la sequence nucleotidique de la figure 1 ainsi que la sequence compl§mentaire de 
cette demi^re, et une carte de restriction de cette sequence d'ADN, 

75 - la figure 3 represente les sequences nucl^otidiques I et II issues de la sequence de nucleotides de la 
figure 1 et utilisables en tant qu'amorces d'ADN ou en tant que sondes. 

- la figure 4 represente la revelation en immunotransfert, k partir d'un extrait de sporozo'ites (souche 
NF54), de la proteine parasitaire comportant la sequence polypeptidique de Tinvention (4e colonne ; 
polypeptide de 70 kD designe par DG671 ou SALSA), par rapport a divers temoins : serum total (SHI2 et 

20 SHIS), anticorps monoclonal dirige centre le tetrapeptide repetitif de la circumsporozole proteine (Mab), 
anticorps anti-LSA (DG307' , 

- la figure 5 represente la localisation de la proteine SALSA en surface du sporozoUe : marquago. en 
microcospie eiectronique de coupes de sporozo'ttes (souche NF54), par des anticorps anti-SALSA 
(DG671) reveie par un deuxieme anticorps marque h Tor colloidal. Temoins : serum total (SHI2) et 

25 anticorps anti-LSA (control). 

Un polypeptide selon invention est essentiellement caracterise en ce qu'il comporte au moins une 
sequence peptidique porteuse d'un, ou plusieurs. epitope caracteristique d'une proteine produite au stade 
sporozolte et dans les hepatocytes infectes par P. falciparum , cette sequence comprenant une succession 
d' environ 10 acides amines au nombre maximurfTd'acides amines de Tenchaffiement peptidique suivant : 

30 

Glu-Phe-Arg-Val-Ser-Thr-Ser-Asp-Thr-Pro-Gly-Gly-Asn- 

1 13 
Glu-Ser-Ser-Ser-Ala-Phe-Pro-Gln-Phe-Ile-Trp-Ser-Ala- 
14 26 
Glu-Lys-Lys-Asp-Glu-Lys-Glu-Ala-Ser-Glu-Gln-Gly-Glu- 
27 39 
Glu-Ser-His-Lys-Lys-Glu-Asn-Ser-Gln-Glu-Ser-Ala-Asn- 
40 52 
Gly-Lys-Asp-Asp-Val-Lys-Glu-Glu-Lys-Lys-Thr-Asn-Glu- 

45 53 65 

Lys-Lys-Asp-Asp-Gly-Lys-Thr-Asp-Lys-Val-Gln-Glu-Lys- 
66 78 
Val-Leu-Glu-Lys-Ser-Pro-Lys-Glu-Phe. 
79 87 
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et dans laquelle "Leu" est la leucine, "Ser" est la serine, "Lys" est la lysine, "Ghj" est I'adde glutamique, 
"Gin" est la glutamine, "Asp" est I'acide aspartique. "Phe" est la phenylalanine, "Val" est la valine. "Thr" 
est la tiireonine, "Pro" est la proline, "Gly" est la glycine, "Asn" est Tasparagine, "Ala" est I'alanine, "lie" 
est risoleudne, "Trp" est le tryptophane. "His" Thistidine. "Leu" est la leudne, et "Arg" est Targinine. 

L'invention conceme en premier lieu des peptides monomferes comprenant la sequence peptidique 
unique de 87 acides amines repondant a la formule sus-indiquee. et dont les addes amines terminaux 
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possident des extremitis respectivement amine et carboxytique libres. ou des oligomeres contenant 
notamment des muftiples de la s^uence peptidique de 87 addes amines sus- mentionn^e. 

Ltnvention conceme ^alement te polypeptide de 87 actdes amines lui-meme, caracterise par TenchaT- 
nement d'addes amines sus-mentionn§. 
5 . Cette sequence peptidique de 87 actdes amines poss^de la caracti^iistique d'etre reconnue par des 
anticorps reconnaissant les stades sporozo'ile et hepatique de P.faldparum : cette sequence de 87 actdes 
amines n'esl pas reconnue par des anticorps reconnaissant les stades sanguins (erythrocytaires) de 
P.faiciparum . 

L'invention a egalement pour objet toute sequence peptidique issue de la sequence de 87 actdes 
10 amines sus-mentionnee, (parfois designee ci-apres par sous-sequence peptidique) et constituee d'une 
succession de 5, et de pr^f§rence de 10 ^ 86 addes amines comprise dans Tenchalhement peptidique de 
87 addes amines sus-mentionne. Ces sous-s§quences peptidiques poss&dent des caract^ristiques antig^ni- 
ques analogues k celles decrrtes ct-dessus pour le polypeptide de 87 acides amines. 

Un proc^d§ de selection d*une sous-sequence peptidique de Tinvention consiste h verifier que cette 
75 sous-s6quence est reconnue par des immunsdrums humains provenant d'individus ayant ^t^ infectis par 
P.faldparum . 

A tftre d*exemple de sous-s6quences peptidiques de Tinvention, on peut dter notamment les polypepti- 
des d§ltmites respectivement par les addes amines situes aux positions 1 ^ 5. 20 ^ 50, 52 ^ 65. et 72 ^ 80 
de TenchaTnement peptidique sus-mentionn§. 
20 Deux sous-sequences peptidiques particuli^rement interessantes. ci-apres designees par SALSA1 et 
SALSA2, sent representees par les enchathements d'acides amines suivantes : 
1-SALSA1 : 

Ser-Ala-GIu-Lys-Lys-Asp-GIu-Lys-Glu-Ala-Ser-GIu-Gln-Gly-Giu-Glu-Ser-His-Lys-Lys-Glu-Asn-Ser-GI^ 
Ser-Ala, 

25 ou encore representee de la maniere suivante 
SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESA 
2 - S ALSA2 : 

Asn-Gly-Lys-Asp-Asp-Val-Lys-Glu-Glu-Lys-Lys-Thr-Asn-Glu-Lys-Lys-Asp-Asp-G)y-Lys-Thr-Asp-Ly 
Gln-GIu-Lys-Val-Leu-GIu-Lys-Ser-Pro-Lys-Glu-Phe. 
30 ou encore representee de la maniere suivante : 

NGKDDVKEEKKTNEKKDDGKTDKVQEKVLEKSPKEF 

D'une manifere generale, {'invention conceme tout polypeptide comprenant de 10 a 87 addes amines 
decrits ci^iessus, et code par Tacide nucleique represents sur la figure 1 . 

II va de soi que les fonctions reactives libres que sont susceptibles de posseder certains addes amines 

36 entrant dans la constitution des polypeptides selon I'invention, notamment les groupes cartwxyles libres 
portes par les groupes Glu ou par I'adde amine C-termlnal, d'une part, et/ou les groupes libres portes par 
Tacide amine N-terminal ou par des addes amines interieurs h la chaTne peptidique. par exemple Lys, 
d'autre part peuvent §tre modifiees. 6hs lors que cette modification n'entrauie pas une modification des 
proprietes antigeniques, le cas echeant immunogene, de Pensembte du polypeptide. Les molecules ainsi 

40 mod'ffiees entrent naturellement dans le cadre de la protection donnee h Tinvention par les revendications. 
Ces fonctions cartK)xyles sont eventuellement acyiees ou esterifiees. 

D'autres modrticatiorts entrent egalement dans le cadre de Tinvention. En particulier, les fonctions 
amine ou ester, ou les deux k la fois, des addes amines terminaux peuvent §tre engagees elles-memes 
dans des liaisons avec d'autres addes amines. Par exemple I'adde N-terminal peut etre lie a une sequence 

45 comprenant de un ^ plusleurs addes amines correspondant h une partie de la region C-temninale d'un 
autre peptide confonme a la definition qui en a ete donnee plus haut. ou vice-versa. 

11 va de soi egalement que toute sequence peptidique issue de la modification, par sut)stitution et/ou 
par addition et/ou suppression d'un ou plusleurs acides amines, de la sequence peptidique de 87 acides 
amines, ou d'une sous-sequence, peptidique selon I'invention, entre dans le cadre de la protection donnee k 

50 . I'invention par les revendications. des lors que cette modification n'altere pas les proprietes antigeniques ou 
immunogenes dudtt polypeptide, notamment lorsque ces proprietes immunogenes ont ete renforcees de 
fagon adequate, par exemple par assodation du polypeptide avec un adjuvant Immunologlque approprie 
(par exemple un muramylpeptide) ou par couplage avec une molecule porteuse de poids moieculaire plus 
eieve (par exemple une serum-albumine ou une poly-lysine) ou une toxine du type tetanique ou un autre 

55 antig§ne de P.faldparum . 

L'invention conceme plus generalement tout polypeptide caracterise par la presence dans sa structure 
d'une ou plusleurs sequences peptidiques presentant des reactions immunologiques crosses avec tout ou 
partie de la sequence peptidique repondant h la formule precedente, ou sous-sequence peptidique selon 
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I'invention, vis-^-vis des anticx)rps inductib!es par cette demi^re in vivo . 

L'invention conceme dgalemerrt toute sequence de nucleotides codant pour un polypeptide de IMnven- 

tion. 

L'invention a plus particulierement pour objet la sequence nuclSotidique, constitu6 des 261 nucleotides, 
6 repr^sent^s sur la figure 1. et codant pour le polypeptide de 87 acides amines sus-mentionne. 

Uinvention conceme aussi les sequences nucleotidiques codant pour des sous-sequences peptidiques 
de rinvention. A trtre d'exemple. on cetera les sequences nucleotidiques deHmitees respectivement par les 
nucleotides srtu6s aux positions 1 ^ 45, 60 & 150, 156 & 195, et 216 2i 240 de la figure 1. 

Ulnvention conceme 6galement toute sequence de nucleotides codant pour un polypeptide identique, 
10 ou analogue, tant du point de vue de la structure que des caracteristiques antig^nlques. h ceux de 
rinvention. cette sequence etant capable de s"hybrider avec la sequence nucleotidique de la figure 1, ou la 
sequence complementaire de cette demiere. dans les conditions suivantes : 

- pre-traitement (pr§-hybridation) du filtre de nitrocellulose supportant le fragment d'acide nucleique a tester 
avec le tampon d'hybridation, (compose de 6 x SSC. 2,5 % de lait, 0.5 % de SDS), cette operation etant 

15 effectuee a 65* C pendant 1 heure ; 

- remplacement du tampon hybridation au contact du support sur lequel le fragment d*acide nucl6ique 
est alors fixe, par du tampon d'hybridation de m§me composition (comprenant en outre de TADN de 
saumon denature), et addition de la sequence de la figure 1 en tant que sonde, notamment marquee 
radioactivement et prealablement d^naturee par un traitement ^ 100* C pendant 5 minutes ; 

20 - incubation dudit fragment d'acide nucleique fixe sur le support dans ce tampon d'incubation avec la 
sequence de la figure 1 & 65* C pendant une dur§e de 16 Si 24 heures. 

- relimination du tampon contenant la sonde non fixee. par 3 lavages successifs de 5 minutes chacun avec 
2 X SSC, 0,1 % SDS ^ 65*C. suivis de 3 lavages successifs de 5 minutes chacun avec 0,1 x SSC. 0.1 % 
SDS a 65* C. 

25 n est h rappeler que 1 x SSC est constitu^ de 0.15 M de NaCI et 0.01 M de citrate de sodium. pH 7 ; le 
SDS est le sodium dodecyl sulfate. 

L'invention a egalement pour objet tout acide nucleique recombinant contenant au moins une sequence 
de nucleotides de rinvention, inseree dans un acide nucleique h^terologue vis-a-vis de ladite sequence de 
nucleotides. 

30 L'invention conceme plus particulierement un acide nucleique recombinant tel que d^frni ci-dessus, 
dans lequel la sequence de nucleotides de rinvention est pr§c§dee d*un promoteur (notamment un 
promoteur inductible) sous le contrSle duquel la transcription de ladite sequence est susceptible d'§tre 
effectuee et, le cas §cheant, suivie d^une sequence codant pour des signaux de terminaison de la 
transcription. 

35 L'invention conceme tout vecteur recombinant utilise en particulier pour le clonage d'une sequence 
nucleotidique de rinvention. et/ou rexpression du polypeptide cod6 par cette s^uence. et caract^ris^ en 
ce qu'll contient un acide nucleique recombinant tel que d§ftni ci-dessus, en I'un de ses sites non essentiel 
pour sa replication. 

A titre d'exemple de vecteur sus-mentionn^, on cttera les plasmides. les cosmides. ou les phages. 
40 A ce titre, rinvention conceme plus particulierement le plasmide DG 671 d^pos^ h la C.N.C.M sous le 
num6ro 1-855 le 3 avril 1989. 

L'invention a egalement pour objet un proc^de de preparation d'un polypeptide de rinvention. par 
transformation d'un hote cellulaire a I'aide d'un vecteur recombinant de type sus-indiqu^. suivie de la mise 
en culture de rhote cellulaire ainsi transforme, et de la recuperation du polypeptide dans le milieu de 
46 culture. 

Ainsi, rinvention conceme tout hote cellulaire transforme par un vecteur recombinant tel que defini ci- 
dessus. et comprenant les elements de regulation pemiettant rexpression de la sequence de nucleotides 
codant pour un polypeptide selon l'invention. 

L'invention a plus particulierement pour objet des amorces d'ADN (ou d'ARN) utilisables dans le cadre 
60 de la syntiifese de sequences nucleotidiques et/ou polypeptides selon l'invention, par la technique du PGR 
(Polymerase Chain Reaction) telle que decrite dans les brevets americains n*' 4.683,202 et n*'4.683,195 et 
de la demande de brevet europeenne n** 200.362 (PGR = amplification en chaTne de I'ADN). 

L'invention conceme toute amorce d'ADN ou d'ARN, caracterisee en ce qu'elle est constituee d'environ 
10 & 25 nucleotides, identiques aux 10 ^ 25 premiers nucleotides de la sequence de nucleotides codant 
55 pour une sequence peptidique selon l'invention ou identiques aux 10 ^ 25 demiers nucleotides de ladite 
sequence. 

L'invention conceme egalement toute amorce d'ADN ou d'ARN, caracteris6e en ce qu'elle est 
constituee d'environ 10 & 25 nucleotides compiementaires des 10 & 25 premiers nucleotides de la 
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sequence nucteotidique codant pour une s^uertce peptidique selon rinvention ou cx)mpl^mentaire des 10 
h 25 demiers nucleotides de ladrte sequence de nucleotides. 

L'invention a 6galement pour objet toute amorce d'ADN ou d'ARN, caracterisee en ce qu'elle est 
constituee d'environ 10 ^ 25 nucleotides capables de s'hybrider avec les 10 ^ 25 premiers nucleotides ou 
5 avec tes 10 a 25 demiers nucleotides de ladite sequence de nucleotides codant pour un polypeptide de 
rinvention. dans les conditions d'hybridation d^finies ct-dessus. 

Ainsi la presente invention conceme plus partjculi^remerrt un precede de preparation d*un polypeptide 
de rinvention comprenant les etapes suivantes ; 

- le cas echeant, ramplification prealable ^ivant la technique PGR de la quantite de sequences de 
70 nucleotides codant pour ledit polypeptide h Taide de deux amorces d*ADN chdsies de maniere h ce que 

Tune de ces amorces sort identique aux 10 ^ 25 premiers nucleotides de la ^quence nucleotidique codant 
pour ledit polypeptide, tandis que Tautre amorce est comptementaire des 10 a 25 demiers nucleotides (ou 
s'hybride avec ces 10 ^ 25 demiers nucleotides) de ladite ^quence nucleotidique, ou inversement de 
maniere ^ ce ce que Tune de ces amorces soit identique aux 10 ^ 25 demiers nucleotides de ladite 
75 sequence, tandis que Tautre amorce est compiementaire des 10 a 25 premiers nucleotides (ou s'hyt»ide 
avec ies 10 a 25 premiers nucleotides) de ladite sequence nucleotidique, 

suivie de Tintroduction desdites sequences de nucleotides ainsi amplifiees dans un vecteur approprie, 

- la mise en culture, dans un milieu de culture approprie. d*un hote cellulaire prealablement transfomne par 
un vecteur approprie contenant un adde nucieique selon rinvention comprenant la sequence nucleotidique 

20 codant pour ledit polypeptide, et 

- la recuperation, h partir du susdtt milieu de culture du polypeptide produit par ledit hdte cellulaire 
transforme. 

A titre d'exemple d'amorces d'ADN ou d*ARN selon rinvention, on cttera les sequences I et II 
representees sur la figure 3. 

25 Les peptides selon rinvention peuvent etre prepares par les techniques dassiques, dans le domaine de 
la synthese des peptides. Cette synthese peut etre realisee en solution homogene ou en phase solide. 

Par exemple, on aura recours k la technique de synthese en solution homogene decrit par HOUBEN- 
WEYL dans rouvrage intitule "Methode der Organischen Chemie** (Methode de la Chimie Organique) edite 
par E. Wunsch, vol. 15-1 et IL, THIEME, Stuttgart 1974. 

30 Cetle methode de synthese consiste a condenser successivement deux-&-deux les aminoacyles 
successifs dans rordre requis, ou h condenser des amirK)acyles et des fragments prealablement formes et 
contenant deja plusieurs aminoacyles dans I'ordre approprie. ou encore plusieurs fragments prealablement 
ainsi prepares, etant entendu que I'on aura eu soin de proteger au prealable toutes les fonctions reactives 
portees par ces aminoacyles ou fragments, a rexception des fonctions amines de I'un et cartx)xyles de 

35 rautre ou vice-versa, qui doivent - normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, 
notamment apr^s activation de la fonction carboxyle, selon les metiiodes bien connues dans la synthase 
des peptides. En variante. on pourra avoir recours h des reactions de couplage mettant en jeu des reactifs 
de couplage classique. du type carbodiimide. tels que par exemple la 1-etfiyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)- 
cart>odiimide. 

40 Lorsque raminoacyle mis en oeuvre possede une fonction acide suppiemerrtaire (notamment dans le 
cas de I'acide glutamique), ces fonctions seront protegees, par exemple par des groupes t-butylester. 

Dans le cas de la synthese progressive, adde amine par acide amine, la synthese debute de 
preference par la condensation de ramino-adde C-temilnal avec raminoacide qui correspond h raminoacy- 
le voisin dans la sequence desiree et ainsi de suite, de proche en proche, jusqu'^ I'acide amine N-termlnal. 
45 Selon une autre technique preferee de rinvention, on a recours h celle decrite par R.D. MERRIRELD dans 
rarticle intitule "Solid phase peptide synthesis" (J. Am. Soc., 45 , 2149-2154). 

Pour fabriquer une chauxe peptidique selon le precede ~de MERRIRELD, on a recours k une resine 
polymere tres poreuse, sur laquelle on fixe le premier adde amine C-terminal de la chatne. Cet adde amine 
est fixe sur la resine par rintermediaire de son groupe carboxylique et sa fonction amine est protegee, par 
50 exemple par le groupe t-butyloxycart>onyle. 

Lorsque le premier adde amine C-terminal est ainsi fixe sur la resine, on enldve le groupe protecteur 
de la fonction amine en lavant la resine avec un adde. 

Dans le cas oD le groupe protecteur de la fonction amine est le groupe t-butyloxycarbonyle, II peut etre 
eiimine par traitement de la resine k I'alde d'adde trifluoroacetique. 
55 On couple ensuite le deuxieme adde amine qui foumit le second amino-acyle de la sequence 
recherchee, h partir du residu amino-acyle C-terminal sur la fonction amine deprotegee du premier adde 
amine O-tenminal fbce sur la chalhe. De preference, la fonction cart)oxyle de ce deuxieme adde amine est 
activee, par exemple par la dicyclohexylcartx)dilmide, et la fonction amine est protegee, par exemple par le 
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t-butyloxycarbonyle. 

On obtient mnsA la premiere partie de la chalhe peptidique recherch^e. qui comporte deux acide 
amines, et dont ta fonction amine tenninale est protegee. Comme precedemment on deprot^ge la fonction 
amine et on peut ensutte proceder k la fixation du troisieme aminoacyle. dans les conditions analogues h 
5 celles de. Taddrtion du deuxi&me adde amine C-tennina). 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les addes amines qui vont constituer la chanie peptidique sur le 
groupe amine chaque fois d^prot^ge au pr^alable de la portion de ta chalfie peptidique d^ja fonnee, et qui 
est rattach#e h la resine. 

Ijorsque la totalite de ia chaor^e peptidique d^siree est formee. on elimine les groupes protecteurs des 
10 differents acides amines constituant la chalhe peptidique et on detache le peptide de la resine par exemple 
a Taide d'adde fluorydrique. 

L'invention conceme egalement les oligomeres hydrosolubles des peptides monomeres sus-indiqu6s. 

L'oligomerisation peut provoquer un accroissement de rimmunog^nicit^ des peptides monomferes selon 
Pinvention. Sans qu'une telle indication chiffr§e puisse §tre consideree comme limitative, on mentionnera 
15 neanmoins que ces oligomferes peuvent. par exemple, contenir de 2 a 1 0 unites monomferes. 

On peut avoir recours, pour realiser roligomerisation, h toute technique de polymerisation couramment 
utilisee dans le domaine des peptides, cette polymerisation ^tant conduite jusqu'^ l*obtention d*un 
oligomfere ou polym^re contenant le nombre de motifs monomeres requis pour I'acquisition de I'immunog^ 
nicitd d&ir^e. 

20 Une m^thode d'oligom^risation ou de polymerisation du monomere consiste dans la reaction de celui-ci 
avec un agent de reticulation tel que le glutaraldehyde. 

On peut egalement avoir recours a d'autres methodes d*oIigomerisation ou de couplage, par exemple a 
celle mettant en jeu des couplages successifs d'unit^s monomeres, par rintermediaire de leurs fonctions 
terminales carboxyle et amine en presence d'agents de couplage homo- ou hetero- bifonctionnels. 

25 L'inventiori conceme encore les conjugu^s obtenus par couplage covalent des peptides selon inven- 
tion (ou des susdits oligomferes) k des molecules porteuses (naturelles ou synthdtiques). physiologiquement 
acceptables et non toxiques. par rintermediaire de groujjements r^actifs complementaires respectivement 
port§s par la molecule porteuse et le peptide. Des exemples de groupements appropries sent illustr^s dans 
ce qui suit 

30 A titre d'exemple de molecules porteuses ou supports macromoleculaires entrant dans la constitution 
des conjugues selon Tinvention. on mentionnera des proteines naturelles. telles que Tanatoxine tetanique. 
rovalbulmine. des scrums albumines. des h6mocyamines. le PPD de la. tuberculine ("Purified Protein 
Derivative" = PPD) etc... 

A litre de supports macromoleculaires synth§tiques, on mentionnera par exemple des polylysines ou 
35 des poly(D-L-aIanine)-poly(L-lysine). 

La litt^rature mentionne d'autres types de supports macromoleculaires susceptibles d'§tre utilises, 
lesquels prisentent en general un poids moieculaire sup^rieur h 20 000. 

Pour synthetiser les conjugues selon Tinvention. on peut avoir recours h des proced^s connus en soi, 
tels que celui d^crit par FRANTZ et ROBERTSON dans Infect and Immunity. 33 , 193-198 (1981). ou celui 
40 d^crit dans Applied and Environmental Microbiology, (octobre 1981). vol. 42, n** 4, 611-614 par P.E 
KAUFFMAN en utilisant le peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on utilisera avantageusement comme agent de couplage les composes suivants, cites 
k titre non Rmltatif : aldehyde glutarique, chloroformiate d'ethyle. caribodiimides hydrosolubles IN(3- 
dimethylamino-propyl) carl>odiimide. HCI], diisocyanates. bis-diazobenzidine, di- et trichloro-s-triazines, 
45 twomures de cyanogfene. ainsi que les agents de couplage mentionn^s dans Scand. J. Immunol.. (1978). 
vol. 8. p. 7-23 (AVRAMEAS, TERNYNCK. GUESDON). 

On peut avoir recours a tout precede de couplage faisant intervenir d'une part une ou plusleurs 
fonctions reactives du peptide et d'autre part, une ou plusieurs fonctions reactives de molecules supports. 
Avantageusement il s*agit des fonctions cart)Oxyle et amine, lesquelles peuvent donner lieu a une reaction 
50 de couplage en presence d'un agent de couplage du genre de ceux utilises dar>s la synthase des proteines, 
par exemple.le 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)K:arbodi- imide. le N-hydroxybenzotriazole, etc... On peut 
encore avoir recours h la glutaraJd6hyde, notamment lorsqu'il s'agit de relier entre eux des groupes amines 
respectivement portes par le peptide et la molecule support. 

Les acides nucieiques de Tinvention peuvent §tre prepares sort par un precede chimlque, sott par 
55 d*autres precedes. 

Un mode de preparation approprie des acides nucieiques comportant au maximum 200 nucleotides (ou 
200 pb, lorsqull s'agit d'actdes nucieiques bicatenaires) de I'lnvention comprend les etapes suivantes : 
- la syntii§se d'ADN en utilisant la methode automatisee des ^-cyanethylphosphoramidrte decrite dans 
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Bioorganic Chemistry 4; 274-325 (t986), 

- le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur approprii et la recuperation de Tadde 
nud^ique par hybridadon avec une sonde appropriee. 

Un mode de preparation, par voie diimique. d*acides nucleiques de longueur sup^rieure k 200 
5 nucleotides (ou 200pb, lorsqu'il s*agit d'acides nucleiques bicat6naires) de Tinvention comprend les et^s 
suivantes : 

- {'assemblage d'oligonucieotldes synth§tises chimiquement. pourvus h leurs extremrtes de sites de 
restriction differents. dont les sequences sent compatibles avec TenchaTnement en acides amines du 
polypeptide naturel selon le princtpe decrit dans Proc. Natl. Acad. Sd. USA. 80; 7461-7465, (1983), 

70 - le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de Tacide 
nucleique recherche par hybridation avec une sonde appropriee. 

Les acides nucleiques de Tinvention peuvent egalement etre prepares de la mani^re suivante : 

- incubation de I'ADN genomique, isole k partir d*une souche de P. falciparum , avec de PADNase I. puis 
addition d'EDTA et purification par extraction au melange phenol^lorofonne/alcool isoamylique (25/24/1) 

15 puis par rether. 

- traitement de TADN ainsi extrait par de 1* Eco R1 methylase en presence de DTT. et purification par 
extraction telle que decrite d-dessus, 

- incubation de TADN ainsi purifie avec les 4 desoxynucieotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, et dTTP 
en presence de T4 ADN polymerase et d*ADN tigase de E. coli , puis purification selon la methode decrite 

20 d-dessus. 

- le clonage des addes nudeiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de Tadde 
nucieique recherche k Taide d'une sonde appropriee. 

Les sondes nucleotidiques utilisees pour la recuperation de Tacide nucieique recherche dans les 
precedes sus-mentionnes, sent constituees generalement de 40 a 200 nucleotides de la sequence 
25 nucieotidique representee sur la figure 1. ou sa sequence compiementaire. et sent susceptibtes de 
s'hybrider avec Tadde nudeiqua recherche dans les conditions d'hybridation definies ct-dessus. La 
synthase de ces sondes est effectuee selon la methode automatisee des /3-cyanethylphosphoramidite 
decrite dans Bioorganic Chemistry 4, 274-325 (1986). 

Outre le fait quHls sdent presents au niveau du sporozo'rte. les polypeptides selon Tinvention possedent 
- 30 egalement des proprietes antigeniques caracteristiques des antig&nes spedfiques du stade hepatique du 
developpement de P.faldparum . 

En effet comme il le sera plus particuliferement decrit k Taide d'exemples de molecules polypeptidi- 
ques selon Tinvention dans la description detailiee qui suit, les polypeptides selon Tinvention reagissent 
spedfiquement avec les anticorps diriges contre les antigenes hepatiques produits par P. faldparum , et 
35 egalement avec les anticorps diriges contre d*autres antig&nes de sporozo'rte de P. falciparum , mais pas 
avec les anticorps diriges contre des antigenes produits k d'autres stades ou pir d'autres esp^ces de 
Plasmodium . 

Ces polypeptides selon I'invention reconnaissent done spedfiquement les anticorps produits par le 
systeme Immunitaire d*un individu infecte par P. faldparum sous I'effet des antigenes de stade hepatique 
40 dont le caract^re fortement immunogene a ete precedemment mentionne. 

Ainsi la possibilite de production en grande quantite des molecules selon I'invention ainsi que leurs 
proprietes de reconnaissance spedfique des anticorps les plus activement produits brs de Tinfection d'un 
individu par P. faldparum , font desdites molecules des reactifs de choix pour le diagnostic in vitro du 
paludisme chS un individu infecte par P. falciparum . 
45 Linvention conceme done un precede de detection in vitro d'anticorps conreiables au paludisme issu de 
I'infection d'un individu par P. faldparum dans un tissu ou f luide biologique susceptible de les contenir, ce 
precede comprenant la mise^n contact de ce tissu ou fluide biologique avec une molecule selon Hnvention 
dans des conditions pennettant une reaction immunotogique in vitro entre lesdites molecules et les 
anticorps eventuellement presents dans le tissu ou fluide biologique. et la detection in vitro du complexe 
50 antigfene-anticorps eventuellement forme. 

De preference, le milieu biologique est constitue par un serum humain. 

Toute procedure classique peut etre mise en oeuvre pour reaiiser une telle detection. 

A titre d'exemple une methode preferee met en jeu des processus immunoenzymatiques selon la 
technique EUSA, ou immunofluorescents, ou radioimmunologiques (RIA) ou equivalent 
55 Ainsi I'invention conceme egalement tout polypeptide selon invention marque a Faide d'un marqueur 
adequat du type enzymatique, fluorescent, radioactif, etc... 

De telles methodes comprennent par example les etapes suivantes : 

- depdt de quantites determinees d'une composition polypeptidique selon I'invention dans les puits d'une 
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microplaque de titration. 

- introduction dans lesdits puHs de dilutions croissantes du serum devant etre diagnostiqu^, 

- incubation de ta microplaque. 

- ringages repetes de ta microplaque. 

5 - introduction dans les puits de la microplaque d'anticorps marques contre des immunoglobulines du sang, 
le marquage de ces anticorps ayant §\§ realise a Taide d'une enzyme selectionnee parmi celies qui sent 
capables d'hydrolyser un substrat en modifiant I'at^sorption des radiations de ce demier, au moins k une 
longueur d'onde determinee, 

- detection, en comparaison avec un t§moin de contrdle. de ta quantite de sut)strat hydrotys^. 

10 L'rnvention conceme egalement des coffrets ou necessaires. ou lefts pour le diagnostic in vitro du 
paludisme provoqu§ par P. falciparum qui comprennent : ~~ 

- une composition polypeptidique selon Tinvention. 

- les r^actifs pour la constitution du milieu propice a ta realisation de la reaction immunologique. 

- les reactifs pemiettant la detection du complexe antig^nes-anticorps produit par la reaction immunologi- 
75 que. De tels reactifs peuvent egalement porter un marqueur, ou §tre susceptibles d'etre reconnus h leur 

tour par un r§actif marqu^. Plus particuli5rement dans le cas ou la composition polypeptidique sus- 
mentionnee n'est pas marquee. 

- un tissu ou fluide biologique de reference depourvu d'anticorps reconnus par ia composition polypeptidi- 
que sus-mentionnee, 

20 L'invention conceme les anticorps eux-rr>emes fonnes contre les polypeptides de I'invention, et obtenus 
par immunisation d'un animal avec ces polypeptides suivie de la recuperation des anticorps formes. 
II va de soi que cette production n'est pas limitee aux anticorps polyclonaux. 

Ble s'applique encore a tout anticorps monoclonal produit par tout tiybridome susceptible d'etre forme, 
par des methodes dassiques, h partir des cellules spteniques d'un animal, notamment de souris ou de rat. 
25 immunises contre Tun des polypeptides purifies de I'invention, d'une part et des cellules d'une lign^e de 
cellule myelome approprie d'autre part, et d'etre selectionne, par sa capacity k produire des anticorps 
monoclonaux reconnaissant le polypeptide initialement mis en oeuvre pour t'immunisation des animaux. 

Ljes anticorps de I'invention peuvent se reveler particulierement utiles pour la detection des sporozolites 
chiez les moustiques. 

30 L'invention conceme egalement une sonde nucleotidique de detection caract^ris^e en ce qu'elle est 
constituee par tout ou partie d'une des sequences de nucleotides telles que definies ci-dessus de 
I'invention. 

L'invention a plus particulierement pour objet une mdtiiode de diagnostic in vitro du paludisme chez un 
indivldu susceptible d'etre infect§ par P.falciparum qui comprend les Stapes suivants : 
35 - ^ventuellement ramplification prdalable de la quantity de sequences de nucleotides selon I'invention. 
susceptibles d'etre contenues dans I'^chantillon biologique pr^lev^ chez ledit indivldu. k Taide de deux 
amorces d'ADN choisies de la mani&re indiqu^e ci-dessus. 

- la mise en contact de I'echantillon tHOlogique sus-mentionn6 avec une sonde nucleotidique telle que 
d^finie ci-dessus. dans des conditions permettant la production d'un complexe d'hybridation form^ entre 

40 ladite sonde et ladite sequence de nucleotides, 

- la detection du complexe d'hybridation sus-mentionn6 eventuellement fom^. 

A tire d'exemple de sondes nucteotidiques de I'invention, on citera la sequence nucleotidique de la 
figure 1, ou encore les sequences I et II de la figure 3. 

L'invention ouvre enfin la voie a la mise au point de nouveaux principes vacdnants contre le paludisme 
45 Issu de rinfection d'un indivldu par P. falciparum. 

L'invention conceme egalement les compositions preparees sous fomie de vacdns contenant soft le 
peptide selon l'invention, sort un oligomere de ce peptide, soit encore un conjugue de ce peptide ou 
oligom§re avec une molecule porteuse. en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable 
approprie et. le cas echeant. avec d'autres principes actifs vaccinants contre le paludisme. 
50 Des compositions pharmaceutiques avantageuses sont constituees par des solutions, suspensions ou 
liposomes Injectables contenant une dose efficace d'au moins un produit selon l'invention. De preference, 
ces solutions, suspensions ou liposomes sont realises dans une phase aqueuse sterilisee isotonique, de 
preference saline ou glucosee. 

L'invention conceme plus particulierement de telles suspensions, solutions ou forme liposome qui sont 
55 aptes h §tre administrees par injections intradermiques, intramusculaires ou sous-cutanees. ou encore par 
scarifications. 

Elle conceme egalement des compositions pharmaceutiques administrables par d'autiBS voles, notam- 
ment par voie orale ou rectale, ou encore sous forme d'aerosols destines h venir en contact avec des 
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muqueuses, notamment Iss muqueuses oculaires, nasates, pulmonaires ou vaginales. 

En consequence, elle conceme des compositions phannaceutiques dans lesquelles Tun au moins des 
produits selon Tinvention se trouve associ^ k des exdpients phannaceutiquement acceptables, solides ou 
liquides, adaptes a la constitution de formes orales, oculaires ou nasales, ou avec des exdpients adaptes a 
5 la constitution des fomies d*administration rectale. ou encore avec des exdpients gdlatineux pour Tadminis- 
tration vaginale. Ble conceme aussi des compositions liquides Isotontques contenant Tun au moins des 
conjugues selon invention, adapties h Tadministration sur les muqueuses, notamment oculaires ou 
nasales. 

Avantageusement, les compositions vacdnales selon {'invention contiennent en outre un vehicule, tel 
10 que la polyvinyl-pyrrolidone. fadlitant Tad ministration du vacdn. A la place de la polyvinyl-pynt)lidone, on 
peut utiliser tout autre type d'adjuvant au sens dassique que Pon donnait autrefois a cette expression, c*est- 
^-dire d*une substance permettant Tabsorption plus aisee d*un medicament ou fadlitant son action dans 
Torganisme. A titre d'exemples d'autres adjuvants de ce dernier type, on mentionnera encore la 
cariboxym^thyl-cellulose, les hydroxy des et phosphates d'aluminium ou tous autres adjuvants de ce type, 
15 bien connus de Thomme de Tart Enfin elles contiennent si besoin un adjuvant immunologique. notamment 
du type muramylpeptide. 

L'invention ne se limite §videmment pas aux modes de realisation decrits d-dessus a titre d'exemples 
et rhomme de Tart peut y apporter des modifications sans pour autant sortir du cadre des revendications 
ci-apres ; notamment certains des addes amines intervenant dans la sequence des peptides selon 
20 Tinvention peuvent etre rem places par des addes amines isofonctionnels ou isosteriques ; par exemple, 
une ou plusieurs des substitutions suivantes peuvent etre envisag^es : 

- Glu est substitue par Asp ou Gin. 

- Leu est remplac^ par Ala, etc... 

11 est naturellement bien entendu que les peptides qui resultent de telles substitutions consistent en des 

25 equivalents des peptides plus particulierement revendiquees, des lors iqu'eux-memes ou des oIigom§res ou 
conjugues formes k partir de ces peptides pr^sentent des propri§t§s Immunogfenes semblables. 

L'invention conceme egalement encore plus particulierement les "proteines chimeres" qui peuvent etre 
obtenues par les techniques du ginie genetique, ces proteines chimeres pouvant contentr une ou plusieurs 
sequences peptidiques, comportant respectivement les 87 addes amines des sequences de Tinvention, et 

30 Incorporees ou rattachees a un fragment peptidique autre que la ^-galactosldase. Ce dernier fragment 
peptidique a de preference un pdds moieculaire suffisant pour renforcer rimmunogenidte des sequences 
peptidiques selon Tinvention et n'interfere pas du point de vue immunologique avec la manifestation de 
rimmunogenidte recherchee. 

Des serums provenant d*individus europeens vivant dans des zones endemiques et suivant une 

35 prophylaxie continue avec des medicaments diriges centre les schizontes des stades sanguins ont ete 
seiectionnes et testes en utilisant des antig^nes du stade des sporozo'ttes (antig^nes CS). du stade 
hepatique (antig^ne LSA), et des stades sanguins. La plupart de ces serums reagissent avec les antig^nes 
de tous les stades probablement car la prophylaxie a ete intenrompue. Trois serums preieves h partir 
d'individus ayant reside en Afrique tropicale rurale et ayant ingere 100 mg de chloroqulne par jour sans 

40 interruption pendant 23 a 26 ans. ne reagissent pas avec les antigenes des stades sanguins suivant le test 
d'immunofluorescence (IFA) et te test d'immunotransfert sur nitro-cellulose. Ces trois semms possedant 
toutefois des titres eleves en anticorps diriges centre les sporozoKtes et les proteines de stade hepatique 
(dilution IFA 1/3200 et 1/6400 respectivement). 

Un des trois serums precedents , de spedfid^ redurte, a ete utilise pour cribler une t>anque d'ADN 

45 genomique construite dans le bacteriophage X gt 11 de la maniere sutvante : 



1) CONSTRUCTION DE LA BANQUE D'ADN GENOMIQUE DE Plasmodium fafdparum , 

60 L'ADN genomique du clone 96 de la souche tiiaUandaise Tak9 de P.falciparum (Science, 212 . 1.37- 
1.38 (1981) a ete isoie par les techniques classiques. 

Des echantillons de 18 ug d'ADN de P.faldparum ont ete incubes 2k 15* C dans un tampon 50 mM Tris 
HCl pH 7.5, 1 mM MnCb. 20 ug/ml de serum albumine bovine, avec des quantftes respectives d'ADNase I 
(Boehringer Mannh^m) de 5 pg pendant 5 minutes ou bien de 3.5 pg pendant 5 ou 10 minutes. Apres 
55 addition de 5 mM EDTA (Ethylenediamine tetracetique adde), les echantillons d'ADN sent reunis et purifies 
par extraction au melange phenol/chlorofonme/alcool isoamylique (25 V^4 Vn V) puis par I'ether. L'ADN est 
concentre par predpitation a rethanol a -20* C en presence de 2.5 M d'acetate d'ammonium. 

45 HQ d'ADN ainsi traite ont ete methyles par 180 U d' Eco R1 metiiylase (Biolabs) dans les conditions 
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recommand^es par le foumisseur, avec Taddrtion supplementaire de 5 mM DTT (dithrothreitol). pendant 15 
minutes & 37' C. Apres purification de TADN comme ci-dessus. 10 jig d'ADN ont et§ incubus avec 40 mM 
Tris HQ pH 8.0, 10 mM sulfate d"ammonium, 10 mM 2-mercaptoethanol. 0.5 mM EDTA. 0.05 mM NAD 
(nicotinamide adenine dinucleotide) 0.1 mM dXTP (comprenant les 4 desoxynucleotides triphosphates 

5 dATP, dCTP, dGTP et dTTP). en presence de 10 U T4 ADN polymerase (PL Biochemicals) et de 10 U de 
E. coll ADN ligase (Biolat»s). L*ADN a ^t^ purifi6 et concentrd comme d-dessus. 

8~ug d'ADN ont ators ^te ligatures avec 0.4 ug d'un adaptateur ou "linker" R1 (adaptateurs 
phosphoryles Eco R1 commerdalis^s par Biolatjs) par 4 U T4 ADN figase (Biotec) dans le tampon 50 mM 
Tris HCI pH B.orTo mM MgCb, 20 mM DTT, 1 mM ATP. 50 ug/ml serum albumine bovine. 

10 Apres incubation ^ 4* C pendant 5 heures. on ajoute 2 U T4 ADN ligase et la reaction est poursuivie a 
4' C pendant 16 heures. Le tube est soumis h plusieurs cycles de congelation a -80* C / decong§lation 
pour arreter la reaction. L*ADN est ensuite dilue et ie tampon dMncubation ajuste de fagon a ot)tenir les 
conditions recommandees par le foumisseur pour Tutilisation de Tenzyme Eco R1. 100 U d'enzyme Eco R1 
(Promega Biotec) sont ajout^es et incuk)6es pendant 3 heures h 37* C. La reaction est arr§tee par un 

IS chauffage de 10 minutes 60* C. et i'ADN est purifi^ et concentre comme ci-dessus. 

L'ADN est resuspendu dans 100 ul de tampon 50 mM Tris HC! pH 8.0. 1 mM EDTA. et d6pos6 sur un 
gradient 5-20 % de saccharose pr6par6 en 25 mM acetate de sodium, 10 mM EDTA et centrifug§ dans le 
rotor Beckman SW 50.1 a 45,000 tours par minute pendant 150 minutes. Les fractions sont analys§es sur 
gel d'agarose et celles qui contiennent les fragments d'ADN de tailles comprises entre environ 300 pb. et 2 

20 500 pb. sont rassemblees, dialysees centre le tampon 50 mM Tris HCI pH 8.0. 1 mM EDTA a 4* C. L'ADN 
est concentre par precipitation a Tethanol. Environ 400 ng de cet ADN ont eX6 ligatures ^ 1 ug d'ADN du 
vecteur gtll (Proc. Natl. Acad. Sci.. USA, 80 . 1194-1198 (1983)) coupe par E^ R1 et d^phosphoryle 
(Protoclone de Promega Biotec), dans un volume de lOul, (en tampon 50 mM Tris HCI pH 8.0, 10 mM 
MgCb. 20 mM DTT, 1 mM ATP, 50 ug/ml semm albumine bovine) par 1 U T4 ADN ligase (Biotec). 

25 Les produits de ligature ont ^t^ encapsid^s in vitro dans les extraits d*E. coli prepares h par^r des 
souches bacteriennes construites par B. Hohn (Me&x)ds Enzymol. 88. 299). selon la technique decrite par 
Maniatis et coll. (Molecular doning. a laboratory manual, p. 264. Cold Spring Hari^or Laboratory (1982)). 
Environ 7 millions de bacteriophages recombinants ont ete obtenus. 

30 • 

2) CRIBLAGE IMMUNOLOGIQUE DE LA BANQUE 

Les bacteriophages recombinants ont ete etaies sur un milieu de culture contenant la bacterie 
indicatrice Y 1090, h une densite de 50,000 plages par bolte de Petri de 90 mm, et incubes h 42' C 
3S pendant 3 heures. 

Un filtre de nitrocellulose (Schleicher & Schuell. BA 85) sature par 0,01 M IPTG isopropyl-t>- 
thiogalactopyranoside (Sigma) est depose sur les fc)o'[tes, qui sont incubees ^ 37*C pendant 3 heures. Au 
tenne de ces incubations, les filtres de nitrocellulose sont preieves, et les twites de Petri conservees h 4* 
C. 

40 Les filtres de nitrocellulose sont places dans un bain de tampon TL : 50 mM tris HCI pH 8.0, 150 mM 
NaCI. 5 % lait ecreme, 0.05 % Tween 20 (Sigma). Les filtres sont Incubes 15 heures h4' C en tampon TL. 
puis 2 fois 15 minutes it 20* C. lis sont alors lncut>es pendant une heure avec un pool d'antiserums 
humains immuns diriges centre les antigfenes de tous les stades de developpement de P. faldparum . traite 
au prealable pour le depleter en anticorps anti-Ecoli selon la technique decrite par Ozaki et coll. (J. 

45 Immunol. Methods. 89 , 213-219. 1986). Le pool d*antiserums humains a ete utilise a la dilution 1/200. en 
tampon TL. L'incul)ation a ete faite & 20* C pendant 1 heure. Les filtres ont ete laves 4 fds avec le tampon 
TL, puis incubes avec des anticorps anti-immunoglobulines humaines conjugues a la peroxydase de raifort 
(Biosys) et iodines a Tiode ^^\, pendant 1 heure 2i 20* C. Aprfes plusieurs lavages en tampon TL, puis en 
tampon 50 mM Tris HCI pH 8.0. 150 mM NaCI. I'activite enzymatique de la peroxydase est reveiee (Ozaki 

50 et coll. precedemment dte). les filtres sont seches a I'air libre et autoradiographies sur film Kodak Royal X- 
OMat AR, avec un ecran amplificateur. 

Une collection d'environ 1 200 ctones de bacteriophages recombinants a ete constituee en preievant les 
plages de lyse conrespondant aux slgnaux posltlfs. Ces clones ont ete ensuite soumis h un second cycle de 
criblage immunologique, en employant cette fois un des trois serums humains precedemment d6crits et 

55 presentant pas ou peu d'anticorps diriges centre les formes erythrocytaires de P. faldparum et un titre 
eieve centre les fomnes hepatiques du paradte. Ce criblage immunologique a ete effectue selon le 
protocole decrit d-dessus. Ce serum reagit avec seulement 15 % des dones producteurs d'un antigene 
spedfique de P.faldparum (120 sur 1200 testes) et parmi les dones les plus actifs. 60 ont e^ seiectionnes 
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©t §tudi§s comme suit 

Les anticorps humains qui reagissent avec les determinants antigeniques exprim^s par les clones 
recombinants ont ^te purifies par affiniti sur les proteines recombinarrtes. selon la technique d^crite par 
Ozaki et coll. (pr§c§demment dt^). Ces anticorps spedfiques ont ete incubes avec des preparations de 
5 parasites k diff^rents stades de developpement (sporozo'ite, stade h^patique ou stades erythrocytaires), et 
la reaction a dt^ ^tudiee par immunofluorescence indirecte, et immunotransfert Le clone recombinant sur 
lequel sent retenus par affinite des anticorps spedfiques du stade h^patique, et du stade sporozoUe et done 
qui expriment des determinants propres h ces stades ont et§ Studies : il s'agit du done DG 671. Ces 
anticorps spedfiques de ce clone reagissent spedfiquement 
10 a) d'une part avec les schizontes hepatiques. tels que Ton peut les otjtenir apres infection d'hepatocytes 
humains ou de singes par des sporozo'ttes de P.faldparum ; la localisation de la fluorescence a ete 
detenminee comme 6tant identique a celle considiriFcaiicBristique des antig^nes de stade hepatique. 

b) d'autre part, avec la surface des sporozoTtes de la soude piasmodiale NF54, mais non celle du clone 
IS parasitaire 3D7. et avec celle de 2 des 8 isolats d'origine thallandaise testes. Cette reactivity avec tes 
antigenes de surface est mise en evidence dans leJest d'lR employant des sporozoltes dits "humides" 
ou en suspension, qui sent attaches h une lame de verre par Tintermediair© d'un film de Poly-L-lysine 
selon la technique d'lR d§crite par DRUILHE et al (Infection and Immunity, (1986) 53, 393-397). La 
localisation de Tantigene avec lequel tes anticorps reagissent en surface des sporozo'ites a, de plus, dtd 
20 confirmee au niveau uttra-structural en rev^lant la fixation des anticorps par un deuxidme anticorps anti- 
immuno- gtobulines humaines couple a des grains d'or collo'idal. Par ailleurs. dans un test d'lR 
employant des sporozoltes seches et fixes par Tacitone, ces anticorps reagissent aussl bien avec les 
sporozo'ftes de la souche NF54, que du done parasitaire 3d7. Enfin, dans un test dMmmunotransfert 
(Immunoblotting) en utilisant des proteines extraites en SDS des stades sporozo'ites, ces anticorps 
25 rev§lent un polypeptide de poids moleculaire 70 kilodaltons dans la souche NF54, le clone parasitaire 
3D7 et Tune des deux souches thallandaises positives testees. Par cont-e. aucun polypeptide n*esl 
revele dans les memos conditions dans les extrarts de sporozo'ites de souches avec lesquelles ce test 
d'lR etait n^gatif. 11 ressort de ces considerations que Tantig&ne reveie par ces anticorps peut etre sort 
present de faQon interne, c'est-^-dire dans le cytoplasme du stade sporozo'ile, mais non en surface, soit 
30 a la fois de fagon interne et aussi en surface, soit non present 

En consequence des caracteristiques a) et b) d-dessus, Tantig^ne code par la sequence nucieique du 
clone DG671 est denomme "SALSA" (Sporozo'fte and Liver Stage Antigen). 

La specificite d'espece et de stade du done DG671 a ete testee de la maniere suivante. Premiferement 
il a ete determine que les memos anticorps purifies par affinite et qui reagissent par IFA (ou encore qui sent 
35 IFA positifs) avec les antigenes de stade hepatique et les sporozo'ites. ne reagissent pas avec les antig&nes 
des stades sanguins, qu'ils sdent testes par IFA avec des parasites fixes a Tacetone, ou par immunotrans- 
fert (immunoblotting) en utilisant des proteines extraites au SDS. Les anticorps purifies par affinite ne 
reagissent pas avec les antigenes de stade sporozoTle de P. yoelii . de P. berghei et de P.vivax ni avec ces 
antigenes de stade hepatique de P. yoelii , ni avec les schizontes hepatiques de P. vivax prepares a partir 
40 de singes Saimiri sdureus . ~" 

Deuxiemement, les proteines recombinantes de DG 671 ne reagissent pas avec les serums provenant 
de deux patients atteints de malaria (paludisme cause par P.faldparum ) par transfusion accidentelle et qui, 
par definition n'ont done pas d'anticorps centre les antig§nes spedfiques des stades precedents 
(sporozoltes et antigenes du stade hepatique). Ces proteines ne reagissent pas avec deux anticorps 
45 monoclonaux reconnaissant le tetrapeptide CS, avec les serums de souris immunisees avec les antigenes 
CS recombinants R32t§t32 (YOUNG J.F. et al. Science. , 957-958 (1986)). ni avec des serums de lapins 
immunises avec les regions I et II de la proteine CS. De plus, les proteines recombtnarrtes n'ont pas reagi 
avec des antiserums humains diriges centre P. vivax (bien que les serums furent positifs avec les 
schizontes hepatiques de P. vivax ), P. ovale et PT cynomolgi (Ann. Soc. Belg. Med. Trop., 60 , 348 (1980)) 
50 quand elles sent testees par la technique de tiiches d'immunotransfert (immunodot blotsjTalors qu*elles 
sent positives avec tous les serums humains anti-P. faldparum testes. 

Ulnserat de 261 palres de bases de P. falciparum a ete purffie et redone h Tinterieur du plasmide 
pUC13 (Nucleic Adds Research, 9, 309-32r(1981)) . La sequence d*ADN et Torganisation genomique du 
gfene SALSA ont alors ete determinees. La figure 1 montre que le clone DG 671 contient un fragment 
55 d'ADN compose entilrement d'un nrK)tif de 261 paires de bases sans repetition. 

Seulement une phase de lecture est en phase avec le gbne lac Z de la ^alactosidase, une 
caracteristique attendue puisque le done produit une proteine de fusion qui porte les epitopes reconnus par 
le serum humain. La sequence en addes amines conrespondant k ce fragment est representee k ta figure 
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2. Elle est composee d*une chathe de 87 acides amines ndhe en acide glutamique, lysine et serine mais ne 
consent ni methionine, ni cysteine. L'analyse infomiatique de cette ^uence indique qu'elle a une grande 
probability de poss^der une structure en heOce au niveau des addes amines comris entre les positions 10 
^ 50. De plus, aucune homologie entre les sequences d*ADN de P.taldparum connues k I'heure actuelle et 

5 la sequence d'ADN codant pour ladite prot^ine n'a ete d^tectee par analyse des banques de donoees 
Alamos et NBRF. Par contre. il existe entre la s^uence d'ADN codant pour ladite proteine SALSA ©t la 
sequence d*un ADNc (ADN complementaire) d'origine h^patique humaine une honwiogie a 60,2 %. Cette 
homologie au niveau nud^otidique ne se tradutt pas par une homologie r^elle au niveau peptidique (en 
effet ce degre d*homologie n'est alors que de 20 k 30 %). Ced est en accord avec la specifidte de stade 

10 h§patique et de stade sporozolite de ta proteine SALSA. 

Des analyses par transfert selon la methode de Southern utilisant le fragment de 261 paires de t>ases 
clone dans pUC 13 indiquent que ce fragment s'hybride h 2 fragments Eco Rl. II est present dans les 2 
souches de P. faldparum examinees Jusqu*^ maintenant, localise sur le chromosome n**2. Cette localisation 
permet de endure que le gene correspondant est distinct de celui de la proteine CS des sporozo'iles et 

75 distind de celui de I'antigene LSA pr§c6demment decrit 

Les Etudes d'hybridation d'ADN du clone DG671 avec le sous-ensemble de 120 clones d'ADN decrit 
prec^demment, et codant vraisemblablement pour des antigfenes de stade pr6-6rythrocytaire, a r6v6l6 que 
la structure du clone DG671 6tait unique dans ce sous-ensemble : TADN de DG671 n'hybride qu'avec lui- 
meme et n'hybride pas avec I'ADN des 119 autres clones. 

20 Comme les Epitopes rep§titifs apparaissent etre une caract§ristique fr§quente des antigfenes de P. 
faldparum (Nature. 306. 751-756 (1983) ; Nature. 311. 382-385 (1984) : Sdence. 225. 593-599 (1984) ; 
Sdence, 227. 1595-1597 (1985) ; Cell. 40. 775-783 (1985)). il est important de souligner que le polypeptide 
SALSA, bien qu'il sort hautement immunogfene chez Thomme ne possede pas de structure repetitive. 

La grande prevalence d'anticorps contre Pantigene SALSA est une de ses caracteristiques importantes. 

25 La pre^nce d'anticorps chez les individus exposes au paiudisme et provenant de 3 regions d'Afrique 
diff^rentes par le niveau de transmission de la maladie, a ^t6 6Xu6\6e en immunotransfert sur nitro-cellulose 
des proteines recombinantes produites dans des colibadlles apre.s separation par 6Iectrophorfese. Une 
prevalence variant de 90 k 95 % des individus 6tudi6s selon la zone, a 4t§ observee. Ces resultats sent 
particuliferement significatifs si on les compare aux resultats obtenus avec d'autres antigenes de 

30 P.falciparum . Ainsi. dans la zone de plus faible transmission, (le plus faible nombre de piqures infectieu- 
ses) la prevalence d'anticorps contre la proteine CS (d^termin^e par EUSA avec le peptide R32tet32) n'est 
que de 27 % centre 65 % pour les antigenes des stades sanguins (ditermin^ par IFI sur frottis de globules 
rouges parasites), ou contre 75 % pour Tantigene LSA (determine par immunotransfert). ou contre 81 % 
pour le LSA synth^tique (d^temiine par EUSA avec le peptide synthdtique de 41 addes amines contenant 

35 2,5 repetitions de 17 addes amines).ou contre 97 % pour le SALSA (en immunotransfert). Le tableau I, d- 
apres, repr^sente la comparaison des resultats obtenus dans une experience du m§me type, en Immuno- 
transfert avec I'antigfene DG671 SALSA et I'antigene LSA (WB SALSA. WB LSA). par rapport k ceux 
obtenus en EUSA avec la tetrapeptide r4p§titif de la circumsporozoTte prot§ine (ELISA NANP), et en 
immunofluorescence avec des schizontes h^patiques de* P. faldparum (IFA,LS, LS con^espondant k 

40 I'abbriviation de "Liver Stage" soit stage hepatique). ~~ 

TALBEAU I 



45 



50 





ZONE DE FAIBLE ENDEMIE 


AGE 


EUSA 
NANP 


IFALS 


W.B. 
LSA 


W.B. 
SALSA 


0-10 


0/12 


12^2 


8^2 


11/12 


10-20 


0/5 


5^ 


4/5 


5/5 


>20 


7/13 


13/13 


12/13 


11/13 


total 


7/30 


30/30 


24/30 


27/30 



55 

. Au vu de ces resultats et de la presence inconstante des epitopes contenus dans la protiine 
recombinante SALSA dans les sporozoTtes de divers isolals, on peut emetlre I'hypothfese que les Epitopes 
sent plus fr^quemment exprim^s au niveau du stade hepatique que du stade sporozolile. 



13 



EP 0 407 230 A1 



Uanatyse de la conformation de la sequence d'addes amines salon la technique de Chou et Passman 
(Prediction of Protein Confomnation, Biochemistry, vol. 13, n**2. 222-245 (1974) permet de pr§dire que 3 
zones de la molecule SALSA ont une forte tendance h s'organiser en h^lice a, Tune comprise entre les 
addes amines 25 a 51, les deux autres comprises entre les acides amines 52 ^ 87. En consequence, des 
5 peptides synth^Sques reprisentant les sequences suivantes ont ete pr#par6s: 
1 - SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESA d^nomm# SALSA1 , 
2- NGKDDVKEEKK1TNJEKKDE)GKTDKVQEKVLEKSPKEF denomm§ SALSA2. 
lis ont 6t^ purifies et utilises dans divers tests immunologiques. 

En ELISA, des ^rums de sujets vivant en zone de faible endemie reagissent specrfiquement avec 

10 chacun de ces peptides. Chez trois groupes d'Individus, appartenant a toutes les classes d'age. la 
prevalence d'anticorps anti-SALSA 1 ou 2 varie de 25 % a 60 %. 11 existe un parallelisme non strict des 
reponses vis-a-vis de la prot^ine recombinante DG671. Une etude de la re-positivation du sang 
(reapparition des parasites), apres une cure radicale du paludisme, et des reponses aux peptides SALSA 1 
et 2. a 6\6 realis^e de la maniere suivante : un groupe de 250 individus a regu une cure radicale de 

75 chtoroquine (dose = 25 mg/kg, suffisante pour ^radiquer tous les parasites presents) dans te but de 
supprimer toute parasitemie pre-existante. lis ont ensuite ^te suivis cliniquement et parasitologiquement 
pendant 3 mois de la saison de transmission de paludisme par Tanophele pour detector la r§-e mergence du 
parasite dans le sang. Deux groupes de 40 individus chacun ont s^lectionnes, les uns n'ayant pas 
presente de parasitemie pendant la duree du suivi, les autres ayant un examen de sang positif pour P. 

20 falciparum (frottis et goutte ^palsse color^s au giemsa). Chez les sujets dont Pexamen de sang est resS 
negatif, la prevalence et les titres moyens d'anticorps vis-&-vis des peptides SALSA 1 et 2, sont 
signiTtcativement plus eleves que chez ceux ayant preserrts une parasitemie. Par centre, la prevalence de 
repondeurs et les taux d'anticorps vis-li-vis d*un antig5ne temoin. le t^trapeptide repetitif NANP de la 
circumsporozo'fte proteine sont identiques dans les deux groupes. Ces r§sultats suggferent que la r^ponse 

25 immunitaire au DG 671 -SALSA interfere avec le d^roulement de la phase de multiplication intra-hepatique 
du parasite. Par centre, il n'y a aucune Indication que la reponse h la circumsporozoite proteine puisse 
avoir le m§me effet En d'autres termes, ces resultats suggerent que le developpement d'une immunity 
centre la molecule SALSA peut avoir un effet protecteur chez Thomme contre Tinfection h Plasmodium 
falciparum . 

30 La reponse proliferative des lymphocytes de sujets exposes au paludisme a ^te etudiee vis-2i-vis de 
Pantigene peptidique SALSA1. Les resultats montrent que cette sequence peptidique comporte une epitope 
reconnu par les lym|>hocytes T d'une proportion importante de sujets exposes. 

Les lymphocytes CD4* de 7 des 10 sujets Studies ont prolifere en presence du peptide SALSA1 (1 et 
10 ug/ml) et en presence d'interleu)(ine-2 (IL-2). Le ratio de proliferation par rapport au temoin IL-2 seul est 
35 sup^rieur ^ 10. Ce resultat montre que les sujets g^n^tiquement capables de r^pondre au peptide SALSA1 
sont plus fr§quemment rencontres en zone endemique que ceux capables de r^pondre aux epitopes T de 
la circumsporozo'fte. En d'autres termes, les epito|:>es T du polypeptide SALSA sont moins g§netiquement 
restreints que ceux de la circumsporozo'fte proteine. 

L'invention conceme encore les acides nucleiques recombinants contenant la sequence codant pour le 
40 polypeptide SALSA, ainsi que les micro-organismes, notamment les bacteries E.coli tranform§es par ces 
acides nucleiques recomtwnants et capables d'exprimer ledit polypeptide. 

L'invention conceme ces sequences d'acides nucleiques ou des sequences ^quivalentes qui peuvent 
etre synthetisies et qui cedent pour les memes acides amines. 

II apparattra immediatement h Thomme de metier que dans ces sequences, certains des nucleotides 
45 peuvent etre remplaces par d'autres en rai^n de la degenerescence du code genetique sans que pour 
autant les peptides cod^s ne soient modifies. Toutes ces sequences nucieotidiques, ainsi que celles qui 
cedent pour des polypeptides qui dif^rent des precedents par un ou plusieurs acides amines sans que leur 
activite immunogenique propre ne solt modifiee de fagon semblable, font partie de l'invention. II en va 
naturellement de m§me des sequences nucieotidiques qui peuvent etre reconstituees et qui sont capables 
50 de coder pour des oligomeres tels qu'ils ont ete detinis plus haut Les motifs monom§res sont lies 
directement bout h bout ou par I'intermediaire de sequences peptidiques sans effet sur les proprietes 
Immunogeniques des ongon>eres ainsi formes. 

Enfin, l'invention conceme les vecteurs modifies par ces micro-organismes. ces vecteurs etant naturel- 
lement pourvus d'eiements de regulation et de terminaison precedant et suivant les sequences nucietques 
55 sus-indiquees, qui permettront Texpression de ces demieres dans des organismes cellulaires competents. 

Des bacteries hebergeant le susdit done DG 671 ont ete depots a la Collection Nationale des 
Cultures de Microorganismes de I'lnstitut Pasteur de Paris (CNCM), le 3 avril 1989 sous le numero 1-855. 



14 



EP 0 407 230 A1 



Revendlcations 

1. Polypeptide caract6ris6 en ce qu'il comporte au moins une s^uence peptidique porteuse d'un, ou 
plusieurs. 6prtope caracteristique d'une proteine produite au stade sporozoUe et dans les hipatocytes 

5 . infectes par P. falciparum , cette sequence comprenant une succession d'envlron 10 acides amin§s au 

nombre maximum d*acides amines de TenchaTnement peptidique suivant : 

Glu-Phe-Arg-VaJ-Ser-Thr-Ser-Asp-TTir-Pro-Gly-Gly-Asn-Glu-Ser-Ser-Ser-AI^ 

Ala-^lu-Lys-Lys-Asp-Glu-LysKBIu-Ala-Ser-Glu^SIn-Gty-Glu-Glu-Ser-His-Lys-L^^ 

Ala-Asn-Gly-Lys-Asp-Asp-Val-Lys-Glu-GIu-Lys-Lys-Thr-Asn-Glu-Lys-Lys-Asp-As^ 
70 Gln-Glu-Lys-Val-Leu-Glu-Lys-Ser-Pro-Lys-Glu-Phe. 

2. Polypeptide selon la revendication 1. caracterise en ce qu'il est constitue d'un peptide monomere. lui- 
meme constitue des 87 acides amines de Tenchathement peptidique de la revendication 1. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, represent^ par tout ou partie de renchaunement d*acldes amines 
suivant : 

75 Ser-Ala-Glu-Lys-Lys-Asp^lu-Lys-G!u-Ala-Ser-Glu-GIn-Gly-GIu-Glu-Ser-His-Lys-LyS"Glu-Asn-^ 
Ser-Ala. 

4. Polypeptide selon la revendication 1. repr§sent6 par tout ou partie de renchathement d'acides amines 
suivant : 

Asn-Gly-Lys-Asp-Asp-Val-Lys-Glu-Glu-Lys-Lys-Thr-Asn-Qlu-Lys-Lys-Asp-Asp-GLY-Lys-^ 
20 Glu-Lys-Val-Leu-Glu-Lys-Ser-Pro-Lys-GIU"Phe. 

5. Polypeptide caracterise en ce qu*il comprend de 10 ^ 87 acides amines, code par Tacide nucl^ique 
repr§sent§ sur la figure 1 . 

6. Sequence nucleotidique caracterise en ce qu'elle comprend un encha'iiTement de nucleotides codant 
pour des polypeptides selon Tune des revendications 1^5. 

25 7. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu*elle est comprise dans tout ou partie de la sequence 
nucleotidique representee sur la figure 1. 

8. Sequence de nucleotides capable de s'hybrider avec la sequence nucleotidique de la figure 1, ou la 
sequence complementmre de cette demiere dans les conditions suivantes : 

- pre-traitement (prB-hyt>ridalion) du filtre de nitrocellulose supportant le fragment d'acide nucl^ique k tester 
30 avec le tampon d'hybridation. (compost de 6 x BSC, 2.5 % de lait 0.5 % de SDS). cette operation ^tant 

effectuee ^ 65* C pendant 1 heure ; 

- remplacement du tampon d'hybridation au contact du support, sur lequel le fragment d'acide nucleique 
est alors fixe, par du tampon d'hybridation de memo composition (comprenant en outre de TADN de 
saumon denature), et addition de la sequence de la figure 1 en tant que sonde, notamment marquee 

35 radioactivement, et pr^alablement d^natur^e par un traitement ^ 100* C pendant 5 minutes ; 

- incubation dudit fragment d'acide nucleique fix§ sur le support dans ce tampon d'incubation avec ta 
sequence de la figure 1 ^ 65* C pendant une duree de 16 ^ 24 heures. 

- reiimination du tampon contenant la sonde non fix^e, par 3 lavages successifs de 5 minutes chacun avec 
2 X SSC. 0.1 % SDS a 65* C, suivis de 3 lavages successifs de 5 minutes chacun avec 0,1 x SSC. 0,1 % 

40 SDS&65*C. 

9. Amorce d'ADN ou d"ARN, carac^ri^ en ce qu'elle est constituee d'environ 10 & 25 nucleotides, 
identiques aux 10 a 25 premiers nucleotides de la ^quence de nucleotides codant pour une sequence 
peptidique selon Tune des revendications 1 a 5. ou Identiques aux 10 a 25 demiers nucleotides de ladite 
sequence. 

45 10. Amorce d'ADN ou d'ARN, caracterisee en ce qu'elle est constituee d'environ 10 & 25 nucleotides 
compiementaires des 10 Si 25 premiers nucleotides de la sequence nucleotidique codant pour une 
sequence peptidique selon I'une des revendications 1 a 5. ou compiementaire des 10 ^ 25 demiers 
nucleotides de ladite sequence de nucleotides. 

11. Amorce d'ADN ou d'ARN selon la revendication 10. caracterisee en ce qu'elle est constituee d'environ 
50 10 ^ 25 nucleotides capables de s'hybrider avec les 10 a 25 premiers nucleotides ou avec les 10 & 25 

demiers nucleotides de la sequence de nucleotides codant pour une sequence peptidique selon I'une des 
revendications 1^5, dans les conditions d'hybridation detinies dans la revendication 8. 

12. Acide nucieique recombinant, caracterise en ce qu'il contient au moins une sequence de nucleotides 
selon I'une des revendications 6^8, inseree dans un acide nucieique heterologue vls-^-vis de la susdrte 

55 sequence. 

13. Acide nucieique recombinant selon la revendication 12. caracterise en ce que la sequence de 
nucleotides selon I'une des revendications 6 ^ 8, est precedee d'un promoteur sous le contrdle duquel la 
transcription de ladite sequence est susceptible d'etre effectuee et. le cas echeant, suivie d'une sequence 
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codant pour des signaux de temninaison de la transcription. 

14. Vecteur recombinant, en particuGer pour le cbnage et/ou Texpression, notamment du type plasmidique. 
cosmide ou phage, caractirise en ce qu*il contient un acide nucl^ique recombinant selon la revandication 
12 ou la revendication 13. en Tun de ses sites non essentiels pour sa r^plicaticn. 
5 15. Vecteur recombinant selon la revendication 14, caracterise en <^ qu'il s'agit du plasmide DG-671 
d§pose k la CNCM sous le n"* 1-855 le 3 avril 1989. 

16. Vecteur recombinant selon la revendication 14, caract^risd en ce qu*il contient en Tun de ses sites non 
essentiels pour sa replication, des elements necessaires pour promouvoir Fexpression d'une sequence 
peptidique selon Tune des revendications 1 a 5 dans un hote cellulaire, et eventuellement un promoteur 

70 reconnu par les polymerases de Thote cellulaire. en particulier un promoteur inductible. 

17. Hote cellulaire transfom)6 par un vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 14 & 
16 et comprenant les elements de regulation permettant Texpression de la sequence de nucleotides codant 
pour un polypeptide selon Tune des revendications 1^5 dans cet hote. 

18. Precede de preparation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 2i 5. comprenant les dtapes 
75 suivantes ; 

- le cas ech^ant Tamplification pr^alable suivant la technique PGR de la quantite de sequences de 
nucleotides codant pour ledit polypeptide k Taide d'une amorce d*ADN selon la revendication 9. et d'une 
amorce d'ADIM selon la revendication 10 ou la revendication 11 choisies de maniere a ce que Pune de ces 
amorces sort identique aux 10 ^ 25 premiers nucleotides de la sequence nucleotidique codant pour ledit 

20 polypeptide, tandis que Tautre amorce est complementaire des 10 ^ 25 demiers nucleotides (ou s'hybride 
avec ces 10 li 25 demiers nucleotides) de tadite sequence nucleotidique, ou inversement de mani&re a ce 
ce que Tune de ces amorces soit identique aux 10 & 25 demiers nucleotides de iadite sequence, tandis que 
Tautre amorce est complementaire des 10 a 25 premiers nucleotides (ou s'hybride avec les 10 ^ 25 
premiers nucleotides) de Iadite sequence nucleotidique. 

25 suivie de Tintroduction desdites sequences de nucleotides ainsi amplrfiees dans un vecteur approprie, 

- la mise en culture, dans un milieu de culture approprie. d'un hote cellulaire prealablement transfomne par 
un vecteur approprie contenant un acide nucieique selon la revendication 12 ou 13, et 

- la recuperation, a partir du susdit milieu de culture du polypeptide produit par ledit hote cellulaire 
transforme. 

30 19. Sonde nucleotidique de detection caracterisee en ce qu*elle est constituee par tout ou partie d^une 
sequence de nucleotides selon Tune des reverKiicatlons 6^8. 

20. wethode de diagnostic in vitro du paludisme chez un indivldu susceptible d'§tre infecte par P.falciparum 
qui comprend les etapes suTvants : 

- eventuellement Tamplification prealable de la quantite de sequences de nucleotides selon Tune quelcon- 
35 que des revendications 6^8. susceptibies d'etre contenues dans rechantillon biologique preieve chez ledit 

individu, h I'aide d'une amorce d'ADN selon la revendication 9 et d'une amorce d'ADN selon la revendica- 
tion 10 ou 11, et choisies de la mani&re Indiquee dans la revendication 18. 

- la mise en contact de rechantillon fcHologique sus-mentionne avec une sonde nucleotidique selon la 
revendication 19, dans des conditions permettant la production d'un complexe d'hybridation forme entre 

40 Iadite sonde et Iadite sequence de nucleotides. 

- la detection du complexe d'hybridation sus-mentionne eventuellement forme. 

21. Methode de diagnostic in vitro du paludisme chez un Individu susceptible d'etre infecte par P. 
falcjpaoim qui comprend la mTse en contact d'un tissu ou d'un fluide biologique preieve chez un individu 
avec un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5 dans des conditions permettant une reaction 

45 immunologique in vitro entre ledit polypeptide et les anticorps eventuellement presents dans le tissu 
biologique, et la detection in vitro du complexe antig^ne-anticorps eventuellement forme. 

22. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro selon la revendication 
20. caracterise en ce qu'il comprerKl : 

- une quantite determinee d'une sonde nucleotidique selon la revendication 19. 

60 - avantageusement un milieu approprie h la formation d'une reaction d'hybridation entre la sequence h 
detecter, et la sonde sus-mentionnee, 

- avantageusement des reactifs pemiettant la detection des complexes d'hybridation forn^es entre la 
sequence de nucleotides et la sonde lors de la reaction d'hybridation. 

23. Necessaire ou kit pour le diagnostic in vitro du paludisme chez un individu susceptible d*§tr6 infecte par 
55 P.falciparum selon la revendication 21 quTcomprend : 

- un polypeptide selon Tune des revendications 1^5, 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice h. la realisation de la reaction immunologique, 

- les reactifs pennettant la detection du complexe antigenes-anticorps produit par la reaction immunologi- 
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que. de tels n^actifs pouvant 6galement porter un marqueur. ou §tre susceptibles d'etre reconnus k leur 
tour par un reactif marqu^, plus particuii6rement dans le cas oD le polypeptide sus-mentionnS n'est pas 
marqu§. 

24. Les anticorps, potydonaux ou monoclonaux. qui reconnaissent spedfiquement la sequence peptidique 
5 selon Tune des revendications 1 a 5. 

25. Composition tmmunog&ne caract§ris§e par i'assodation d'un polypeptide conforme h Tune des 
revendications 1 ^ 5, en association avec un vehicute phamnaceutiquement acceptable. 

26. Composition de vacdn dirlgee contre le paludisme. contenant entre autres prindpes immunogferes. un 
polypeptide conforme a Tune des revendications 1^5. 
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GAATTCCGAGTAAQTACTAGTGATACTCCTGGAGGAAATGAATC 

28 

TTCAAGTGCTTTCCCCCAATTTATCTGGTCAGCAGAAAAAAAGG 

ATGAAAAAGAAGCTTCTGAACAAGGAGAAGAAAGTCATAAAAAA 

GAAAATTCCCAAGAAAGCGCGAATGGTAAGGATGATQTTAAAGA 

AGAAAAAAAAACTAATGAAAAAAAAGATGATGGAAAAACAGACAA 

GGTTCAAGAAAAGGTTCTAG 

A A AAGTCTCCA A AGG AATTC 

242 261 

^ ^ FIGURE 1 
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Sequence nucl eoti di que I 

CCAAGAAA6C6CGAATG6TAAG6AT 
( 1 3/25) 



Sequence nucleotidique II 

TTCTA6AAAAGTCTCCAAAG6AATT 
( 1 7/25) 



FIGURE 3 
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NF54 (extrait) 



-200 

-116 25 
-92.5 

-6a2 
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FIGURE 4 
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